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(54) Title: DETECTION OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNP'S) AND CYTOSINE-METHYLATIONS 

(54) Bezeichnung: DETEKTION VON SNPs UND CYTOSIN-METHYLIERUNGEN 

l> (57) Abstract: The invention relates to a set of oligonucleotides or peptide nucleic acid (PNA) oligomers and to a method suited for 
detecting cytosine methylations and single nucleotide polymorphisms (SNP's) in genomic DNA samples. Said method is used for 
l-H diagnosing and/or prognosing detrimental occurrences for patients or individuals such as medical disorders. 
© 

O (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Satz von Oligonukleotiden oder PNA-Oligomeren und ein Verfahren, das sich 
> zur Detektion von Cytosin-Methylierungen und SNPs in genomischen DNA-Proben eignet. Dieses Verfahren dient der Diagnose 
1^ und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wie Erkrankungen. 
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Detektion von SNPs und Cytosin-Methylierungen 

Die vorliegende Erfindung beschreibt einen reprasentati- 
5 ven Satz von Oligonukleotiden oder PNA (Peptide Nucleic 
Acid) Oligomeren, welche sich zum gleichzeitigen Detek- 
tieren von SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) und Cy- 
tosin-Methylierungen in genomischen DNA-Proben zur Unter- 
scheidung von Zelltypen besonders eignet, sowie ein ver- 
10 wendetes Verfahren. 

Die nach den methodischen Entwicklungen der letzten Jahre 
in der Molekularbiologie gut studierten Beobachtungsebe- 
nen sind die Gene selbst, die (jbersetzung dieser Gene in 

15 RNA und die daraus entstehenden Proteine. Wann im Laufe 
der Entwicklung eines Individuums welches Gen angeschal- 
tet wird und wie Aktivieren und Inhibieren bestimmter Ge- 
ne in bestimmten Zellen und Geweben gesteuert wird, ist 
mit hoher Wahrscheinlichkeit mit Ausmali und Charakter der 

20 Methylierung der Gene bzw. des Genoms korrelierbar . Inso- 
fern auliern sich pathogene Zustande in einem veranderten 
Methylierungsmuster einzelner Gene oder des Genoms. 

Stand der Technik 

25 

Das Humangenomprojekt , die Erstsequenzierung des mensch- 
lichen Genoms, wird in den nachsten Jahren abgeschlossen 
werden. Durch dieses Projekt wird es moglich werden, alle 
etwa 100.000 Gene zu identif izieren . Die Sequenzinf orma- 

30 tion dffnet ungeahnte Moglichkeiten fur die Aufklarung 

der Genfunktionen. Dies wiederum eroffnet die Mdglichkeit 
Pharmakogenetik und Pharmakogenomik zu betreiben. Die 
Pharmakogenetik und Pharmakogenomik zielt auf den Einsatz 
von Medikamenten in Abhangigkeit eines Genotypen. Dadurch 

35 soli die Effektivitat von Medikamenten gesteigert werden. 
Der notwendige Zwischenschritt ist die Bestimmung der Po- 
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lymorphismen und Genotypen, die mit einem bestimmten An- 
sprechen assoziiert sind. Verlangt werden deshalb immer 
ef f izientere Genotypisierungsmethoden . 

5 Derzeit gibt es zwei Kategorien von polymorphen Markern, 
die zur Genotypisierung eingesetzt werden, Mikrosatelli- 
ten und Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) . Mikrosa- 
telliten sind hoch polymorph, d.h. sie haben ein Vielzahl 
von Allelen. Sie sind dadurch charakterisiert , dass ein 

10 repetitives Sequenzelement, mit einer unterschiedlichen 
Anzahl Wiederholungen fur unterschiedliche Allele, von 
konservierten Sequenzen frankiert ist. Durchschnittlich 
gibt es einen Mikrosatellitenmarker pro 1 Million Basen. 
Eine Karte von 5.000 positionierten Mikrosatellitenmar- 

15 kern wurde von CEPH publiziert. Mikrosatelliten werden 
durch die Grblienbestimmung von Produkten einer PCR mit 
Primern der konservierten, f lankierenden Sequenz genoty- 
pisiert. Die Fluoreszenz markierten PCR Produkte werden 
auf Gelen aufgetrennt. 

20 

Es gibt vergleichsweise wenige beschriebene SNP Marker. 
Eine Karte mit 300.000 SNP Markern wird derzeit vom SNP 
Konsortium entwickelt und wird dffentlich zuganglich 
sein. Sind die SNP Marker identif iziert , konnen sie geno- 

25 mischen Positionen zugeordnet werden. Es ist angestrebt, 
150.000 SNP Marker bis zum Jahr 2001 zu kartieren (Mas- 
hall, E. (1999); Science, 284, 406-407). Es gibt eine 
Handvoll Genotypisierungsmethoden fur SNPS. Einige basie- 
ren auf der Auftrennung von Produkten auf Gelen, wie der 

30 oligonucleotide ligase assay (OLA) . Er eignet sich daher 
eher fur den mittleren Durchsatz. Andere vertrauen auf 
reine Hybridisierung, die jedoch nicht die gleiche Strin- 
genz hat. DNA Arrays (DNA chip) eignen sich fur die Ana- 
lyse einer grolien Anzahl SNPs in einer beschrankten An- 

35 zahl von Individuen. Bis jetzt sind Beispiele gezeigt 

worden, in denen 1.500 SNPs auf einem DNA Chip genotypi- 
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siert wurden. Die wirkliche Starke von DNA Chips liegt in 
Ansatzen, wie der Resequenzierung und der Expressionsana- 
lyse. Ansatze weiche Primerverlangerung anwenden sind ge- 
zeigt worden (Head, S. R. et al., (1999); Mol Cell Pro- 
5 bes, 13(2), 81-87). Diese haben den Vorteil, wenn mit 
f luoreszenzmarkierten Terminatorbasen gearbeitet wird, 
dass die Resultate mit einem einfachen ELISA Lesegerat 
gesammelt werden konnen. 

10 Es gibt einige SNP Genotypisierungsmethoden, die Mas- 

senspektrometrie zur Analyse verwenden. Diese haben den 
wesentlichen Vorteil, dass die allelspezif ischen Produkte 
eine physische Darstellung der Produkte sind und nicht 
ein z. B. f luoreszierendes Signal, dass indirekt dem Pro- 

15 dukt zugeordnet wird. 

Die Matrix-assisted laser desorption/ionization time-of- 
flight Massenspektrometrie (MALDI) hat die Analytik von 
Biomolekulen revolutioniert (Karas, M. & Hillenkamp, F. 

20 Anal. Chem. 60, 2299-2301 (1988)). MALDI ist in verschie- 
denen Varianten zur Analyse von DNA eingesetzt worden. 
Die Varianten reichen von primer extension bis Sequenzie- 
rung (Liu, Y.-H., et al . Rapid Commun. Mass Spectrom. 9, 
735-743 (1 995); Ch'ang, L.-Y., et al. Rapid Commun. Mass 

25 Spectrom. 9, 772-774 (1995); Little, D.P., et al. J. Mol. 
Med. 75, 745-750 (1997); Haff, L. & Smirnov, I. P. Genome 
Res. 7, 378-388 (1997), Fei, Z., Ono, T. & Smith, L.M. 
Nucieic Acids Res. 26, 2827-2828 (1998); Ross, P., Hall, 
L., Smirnov, 1. & Haff, L. Nature Biotech. 16, 1347-1351 

30 (1998); Ross, P.L., Lee, K. & Belgrader, P. Anal. Chem. 
69, 4197-4202 (1997); Griffin, T.J., Tang, W. & Smith, 
L.M. Nature Biotech. 15, 1368-1372 (1997)). Der grofite 
Nachteil all dieser Methoden ist, dass alle eine grundli- 
che Aufreinigung der Produkte vor der MALDI Analyse be- 

35 dingen. Spin column Aufreinigung oder der Einsatz von 
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magnetic bead technology oder reversed-phase Aufreinigung 
sind notwendig. 

Die Analyse von DNA im MALDI ist stark abhangig vom La- 
5 dungszustand des Produktes. Eine 100-fache Verbesserung 

der Empf indlichkeit in der MALDI Analyse kann dadurch er- 
zielt werden, dass der Ladungszustand auf dem zu analy- 
sierenden Produkt so kontrolliert wird, dass nur eine 
einzige positive oder negative Uberschussladung vorhanden 

10 ist. So modifizierte Produkte sind auch wesentlich weni- 
ger anfallig auf die Ausbildung von Addukten (z.B. mit Na 
und K, Gut, I.G. and Beck, S. (1 995) Nucleic Acids Res., 
23, 1367-1373; Gut, I.G., Jeffery, W.A., Pappin, D.J.C. 
and Beck, S. Rapid Commun. Mass Spectrom. , 11, 43-50 

15 (1997) ) . Ein SNP Genotypisierungsverf ahren, welches von 
diesen Bedingungen Gebrauch macht, mit dem Namen "GOOD 
Assay" wurde kiirzlich vorgestellt (Sauer, S. et al., Nuc- 
leic Acids Research, Methods online, 2000, 28, el 3). 

20 Die am haufigsten in der DNA eukaryotischer Zellen kova- 
lent modifizierte Base ist 5-Methylcytosin . Sie spielt 
beispielsweise eine Rolle in der Regulation der 
Transkription, beim genetischen Imprinting und in der Tu- 
morgenese. Die Identif izierung von 5-Methylcytosin als 

25 Bestandteil genetischer Information ist daher von erheb- 
lichem Interesse. 5-Methylcytosin-Positionen kdnnen je- 
doch nicht durch Sequenzierung identif iziert werden, da 
5-Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten auf- 
weist wie Cytosin. Dariiber hinaus geht bei einer PCR- 

30 Amplif ikation die epigenetische Information, welche die 
5-Methylcytosine tragen, vollstandig verloren. 

Eine relativ neue und die mittlerweile am haufigsten an- 
gewandte Methode zur 4 Untersuchung von DNA auf 5- 
35 Methylcytosin beruht auf der spezifischen Reaktion von 

Bisulfit mit Cytosin, das nach anschlieflender alkalischer 
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Hydrolyse in Uracil umgewandelt wird, welches in seinem 
Basenpaarungsverhalten dem Thymidin entspricht. 5- 
Methylcytosin wird dagegen unter diesen Bedingungen nicht 
modifiziert. Damit wird die urspriingliche DNA so umgewan- 
5 delt, dass Methylcytosin, welches urspriinglich durch sein 
Hybridisierungsverhalten vom Cytosin nicht unterschieden 
werden kann, jetzt durch "normale" molekularbiologische 
Techniken als einzig verbliebenes Cytosin beispielsweise 
durch Amplif ikation und Hybridisierung Oder Sequenzierung 

10 nachgewiesen werden kann. Alle diese Techniken beruhen 

auf Basenpaarung, welche jetzt voll ausgenutzt wird. Der 
Stand der Technik, was die Empf indlichkeit betrifft, wird 
durch ein Verfahren definiert, welches die zu untersu- 
chende DNA in einer Agarose-Matrix einschlieftt , dadurch 

15 die Diffusion und Renaturierung der DNA (Bisulfit rea- 
giert nur an einzelstrangiger DNA) verhindert und alle 
Fallungs- und Reinigungsschritte durch schnelle Dialyse 
ersetzt (Olek, A. et al . , Nucl. Acids. Res. 1996, 24, 
5064-5066) . Mit dieser Methode konnen einzelne Zellen un- 

20 tersucht werden, was das Potential der Methode veran- 

schaulicht. Allerdings werden bisher nur einzelne Regio- 
nen bis etwa 3000 Basenpaare Lange untersucht, eine glo- 
bale Untersuchung von Zellen auf Tausenden von mdglichen 
Methylierungsanalysen ist nicht moglich. Allerdings kann 

25 auch dieses Verfahren keine sehr kleinen Fragmente aus 

geringen Probenmengen zuverlassig analysieren. Diese ge- 
hen trotz Dif f usionsschutz durch die Matrix verloren. 

Eine Ubersicht iiber die weiteren bekannten Moglichkeiten, 
30 5-Methylcytosine nachzuweisen, kann aus dem folgenden U- 
bersichtsartikel entnommen werden: Rein, T., DePamphilis, 
M. L., Zorbas, H., Nucleic Acids Res. 1998, 26, 2255. 
Die Bisulf it-Technik wird bisher bis auf wenige Ausnahmen 
(z. B. Zechnigk, M. et al . , Eur. J. Hum. Gen. 1997, 5, 
35 94-98) nur in der Forschung angewendet. Immer aber werden 
kurze, spezifische Stiicke eines bekannten Gens nach einer 
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Bisulf it-Behandlung amplifiziert und entweder komplett 
sequenziert (Olek, A. und Walter, J., Nat. Genet. 1997, 
17, 275-276) oder einzelne Cytosin-Positionen durch eine 
"PrimerExtension-Reaktion" (Gonzalgo, M. L. und Jones, P. 
5 A., Nucl. Acids Res. 1997, 25, 2529-2531, WO-A 95/00669) 
oder einen Enzymschnitt (Xiong, Z. und Laird, P. W., 
Nucl. Acids. Res. 1997, 25, 2532-2534) nachgewiesen . Zu- 
dem ist auch der Nachweis durch Hybridisierung beschrie- 
ben worden (Olek et al., WO-A 99/28498). 

10 

Weitere Publikationen die sich mit der Anwendung der Bi- 
sulf it-Technik zum Methylierungsnachweis bei einzelnen 
Genen befassen, sind: Xiong, Z. und Laird, P. W. (1997), 
Nucl. Acids Res. 25, 2532; Gonzalgo, M. L. und Jones, P. 
15 A. (1997), Nucl. Acids Res. 25, 2529; Grigg, S. und 

Clark, S. (1994), Bioassays 16, 431; Zeschnik, M. et al. 
(1997), Human Molecular Genetics 6, 387; Teil, R. et al . 
(1994), Nucl. Acids Res. 22, 695; Martin, V. et al. (1 
995), Gene 157, 261 WO-A 97/46705 und WO-A 95/15373. 

20 

Eine Ubersicht uber den Stand der Technik in der Oligomer 
Array Herstellung lasst sich aus einer im Januar 1999 er- 
schienen Sonderausgabe von Nature Genetics (Nature Gene- 
tics Supplement, Volume 21, January 1999) und der dort 
25 zitierten Literatur entnehmen. 

Fur die Abtastung eines immobilisierten DNA-Arrays sind 
vielfach fluoreszent markierte Sonden verwendet worden. 
Besonders geeignet fur Fluoreszenzmarkierungen ist das 
30 einfache Anbringen von Cy3 und Cy5 Farbstoffen am 5 ' -OH 
der jeweiligen Sonde. Die Detektion der Fluoreszenz der 
hybridisierten Sonden erfolgt beispielsweise iiber ein 
Konfokalmikroskop. Die Farbstoffe Cy3 und Cy5 sind, neben 
vielen anderen, kommerziell erhaltlich. 

35 
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Aufgabenstellung 

Die vorliegende Erfindung soil einen Satz von Oligonukle- 
otiden oder PNA-Oligomeren und ein Verfahren bereitstel- 
5 len, welche sich zum gleichzeitigen Detektieren von SNPs 
(single nucleotide polymorphisms) und Cytosin- 
Methylierungen in genomischen DNA-Proben besonders eig- 
nen . 

10 

Beschreibung 

Die Aufgabe wird also durch einen Satz von Oligonukleoti- 
den oder PNA (Peptide Nucleic Acid) Oligomeren zur Detek- 
15 tion von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs, single nuc- 
leotide polymorphisms) und zur Detektion des Cytosin- 
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter genomi- 
scher DNA gelost, wobei die Basensequenzen ausgewahlt 
sind aus SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046. 

20 

Es ist ferner erf indungsgemaft, dass der erf indungsgemafte 
Satz sowohl die Basensequenzen mit der SEQ-ID: 1 bis SEQ- 
ID: 382046 selbst und/oder die durch Verlangerung, Ver- 
kiirzung oder Veranderung der genannten Sequenzen mit der 
25 SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046 enthalt. Der erf indungsgema- 
Be Satz kann sich erf indungsgemaJJ also aus unveranderten 
Sequenzen und/oder in erf indungsgemalier Weise veranderten 
Sequenzen zusammensetzen. 

30 Die vorliegende Erfindung beschreibt einen Satz von Oli- 
gomersonden (Oligonukleotiden und/oder PNA-Oligomeren) 
zur Detektion von Single Nucleotide Polymorphismen 
und/oder des Cytosin-Methylierungszustandes in chemisch 
vorbehandelter genomischer DNA, der besonders bevorzugt 

35 mindestens 10 der aufgefuhrten Oligonukleotid oder PNA 

Sequenzen ausgewahlt aus den Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ- 
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ID: 382046 umfasst, Oder aber mindestens 10 PNA-Oligomer 
oder Oligonukleotidsequenzen, die wiederum die dort auf- 
gelisteten Sequenzen umfassen, namlich die Sequenzen SEQ- 
ID: 1 bis SEQ-ID: 382046. 

5 

In einer weiteren Variante des Verfahrens umfasst der 
Satz von Oligomersonden (Oligonukleotiden und/oder PNA- 
Oligomeren) zur Detektion von Single Nucleotid Poly- 
morphismen und/oder des Cytosin-Methylierungszustandes in 

10 chemisch vorbehandelter genomischer DNA mindestens 100 

Oligonukleotid oder PNA Sequenzen, ausgewahlt aus den Se- 
quenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, oder aber mindes- 
tens 100 PNA-Oligomere oder Oligonukleotidsequenzen, die 
wiederum die dort auf gelisteten Sequenzen umfassen, nam- 

15 lich die Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046. 

Besonders bevorzugt ist der Satz von Oligonukleotiden zur 
Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen und des Cyto- 
sin-Methylierungszustandes in der chemisch vorbehandelten 
20 genomischen DNA dadurch gekennzeichnet, dass die Basense- 
quenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 ' -Ende je- 
weils urn eine weitere Base verlangert vorliegen, wobei 
die Basen A, T oder C sein konnen. 

25 Besonders bevorzugt ist der Satz von Oligonukleotiden zur 
Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen und des Cyto- 
sin-Methylierungszustandes in der chemisch vorbehandelten 
genomischen DNA wiederum dadurch gekennzeichnet, dass die 
Basensequenzen mehrheitlich am 5 '-Ende und/oder am 3 1 - 

30 Ende jeweils um eine weitere Base verlangert vorliegen, 
wobei die Basen A, T oder G sein konnen. 

Bevorzugt ist der Satz von Oligonukleotiden zur Detektion 
von Einzelnukleotidpolymorphismen und des Cytosin- 
35 Methylierungszustandes in der chemisch vorbehandelten ge- 
nomischen DNA dadurch gekennzeichnet, dass die Basense- 
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quenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 1 -Ende je- 
weils urn mindestens zwei weitere Base verlangert vorlie- 
gen, wobei die Basen A, T Oder C sein konnen. 

5 Bevorzugt ist der Satz von Oligonukleotiden zur Detektion 
von Einzelnukleotidpolymorphismen und des Cytosin- 
Methylierungszustandes in der chemisch vorbehandelten ge- 
nomischen DNA dadurch gekennzeichnet , dass die Basense- 
quenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 ' -Ende je- 
10 weils urn mindestens zwei weitere Base verlangert vorlie- 
gen, wobei die Basen A, T oder G sein konnen. 

Der Satz von PNA (Peptide Nucleic Acid) Oligomeren zur 
Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen und des Cyto- 
15 sin-Methylierungszustandes in der chemisch vorbehandelten 
genomischen DNA ist besonders bevorzugt dadurch gekenn- 
zeichnet, dass jeweils am 5 ' -Ende und/oder am 3 ' -Ende des 
Oligomers eine Nukleobase weggelassen wird. 

20 Der Satz von PNA (Peptide Nucleic Acid) Oligomeren zur 

Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen und des Cyto- 
sin-Methylierungszustandes in der chemisch vorbehandelten 
genomischen DNA ist vorzugsweise dadurch gekennzeichnet, 
dass jeweils am 5 ' -Ende und/oder am 3 ' -Ende des Oligomers 

25 mindestens zwei Nukleobasen weggelassen werden. 

Ein reprasentativer Satz von Oligonukleotiden und/oder 
PNA-Oligomeren, umfassend Oligomere und/oder Oligonukleo- 
tide gemafi den Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, 

30 soil zur Detektion von Cytosin-Methylierungen und Einzel- 
nukleotidpolymorphismen in genomischer DNA zur Unter- 
scheidung von Zelltypen oder Geweben oder zur Untersu- 
chung der Zelldif f erenzierung verwendet werden. Dazu wer- 
den die folgenden Verf ahrensschritte nacheinander ausge- 

35 fuhrt: 
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Im ersten Verf ahrensschritt wird eine genomische DNA Pro- 
be derart chemisch behandelt, dass an der 5 '-Position un- 
methylierte Cytosinbasen in Uracil, Thymin oder eine an- 
dere vom Hybridisierungsverhalten her dem Cytosin unahn- 
5 liche Base verwandelt werden. 

Die zu analysierende genomische DNA wird bevorzugt aus 
ublichen Quellen fur DNA erhalten, wie z. B. Zelllinien, 
Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Riickenmarks- 
10 Fliissigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewebe, histologi- 
sche Objekttrager und alle moglichen Kombinationen hier- 
von . 

Bevorzugt wird dazu die oben beschriebene Behandlung ge- 
15 nomischer DNA mit Bisulfit (Hydrogensulf it , Disulfit) und 
anschlieliender alkalischer Hydrolyse verwendet, die zu 
einer Umwandlung nicht methylierter Cytosin-Nukleobasen 
in Uracil fuhrt. 

2 0 In einer bevorzugten Variante des Verfahrens fuhrt man 
die Amplif ikation mittels der Polymerasekettenreaktion 
(PCR) durch, wobei eine thermostabile DNA-Polymerase ver- 
wendet wird. 

25 In einem zweiten Verf ahrensschritt werden aus der che- 
misch vorbehandelten genomischen DNA mehr als zehn unter- 
schiedliche Fragmente amplif iziert, die jeweils weniger 
als 2000 Basenpaare lang sind unter Verwendung syntheti- 
scher Oligonukleotide als Primer. 

30 

In einer besonders bevorzugten Variante des Verfahrens 
sind die Oligonukleotide oder PNA-Oligomere an definier- 
ten Stellen an eine Festphase gebunden. 


35 In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens 
sind unterschiedliche Oligonukleotid und/oder PNA- 
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Oligomersequenzen auf einer ebenen Festphase in Form ei- 
nes rechtwinkligen Oder hexagonalen Gitters angeordnet. 

Die Festphasenoberf lache besteht bevorzugt aus Silizium, 
5 Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Ni- 
ckel, Silber oder Gold. 

Im dritten Verf ahrensschritt hybridisiert man die Ampli- 
fikate an einen Satz von Oligonukleotiden oder PNA- 
10 Oligomeren, die mindestens 10 der oben genannten Sequen- 
zen umfassen, namlich die Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 
382046. 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens fiihrt man 
15 die Amplif ikation von mehreren DNA-Abschnitten in einem 
Reaktionsgef aB durch. 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens liegen die 
Basensequenzen des erf indungsgemaften Satzes von Oligo- 
20 nukleotiden, namlich die Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 
382046, mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 1 -Ende je- 
weils um eine weitere Base verlangert vor, wobei die Ba- 
sen entweder A, T oder G sein konnen. 

25 In einer bevorzugten Variante des Verfahrens liegen die 
Basensequenzen des erf indungsgemaJien Satzes von Oligo- 
nukleotiden mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 ' -Ende 
jeweils um mindestens zwei weitere Base verlangert vor, 
wobei die Basen entweder A, T oder C sein konnen. 

30 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens liegen die 
Basensequenzen des erf indungsgemaften Satzes von Oligo- 
nukleotiden zur Detektion von Einzelnukleotidpolymorphis- 
men und des Cytosin-Methylierungszustandes mehrheitlich 
35 am 5 ' -Ende und/oder am 3 1 -Ende jeweils um mindestens zwei 
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weitere Basen verlangert vor, wobei die Basen entweder A, 
T Oder G sein konnen. 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird ein 
5 Satz von PNA-Oligomeren aus den oben genannten Basense- 
guenzen verwendet, wobei jeweils am 5 ' -Ende und/oder am 
3'-Ende des Oligomers eine Nukleobase weggelassen wird. 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens wird ein 
10 Satz von PNA-Oligomeren aus den oben genannten Basense- 
quenzen verwendet, wobei jeweils am 5 '-Ende und/oder am 
3 ' -Ende des Oligomers mindestens zwei Nukleobasen wegge- 
lassen werden. 

15 In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
werden mindestens 10 der oben genannten Oligonukleotid 
Oder PNA Sequenzen, namlich ausgewahlt aus den Sequenzen 
SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, zur Detektion des Cytosin- 
Methylierungszustandes verwendet, oder aber mindestens 10 

20 PNA-Oligomer oder Oligonukleotidsequenzen, die wiederum 
die oben genannten Sequenzen umfassen, namlich die Se- 
quenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046. 

In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
25 werden mindestens 100 der oben genannten Oligonukleotid 
oder PNA Sequenzen, namlich ausgewahlt aus den Sequenzen 
SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, zur Detektion des Cytosin- 
Methylierungszustandes verwendet, oder aber mindestens 
100 PNA-Oligomer oder Oligonukleotidsequenzen, die wie- 
30 derum die oben genannten Sequenzen umfassen, namlich die 
Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046. 

In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens ist 
mindestens ein Primer an eine Festphase gebunden. 

35 
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In einer erneut bevorzugten Variante des Verfahrens sind 
unterschiedliche Amplif ikate auf der Festphase in Form 
eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters angeordnet. 

5 Die Festphasenoberf lache besteht bevorzugt aus Silizium, 
Glas, Polystyrol Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, 
Silber oder Gold. 

Im letzten Schritt des Verfahrens detektiert man die 
10 hybridisierten Amplif ikate. Die an den Amplif ikaten ange- 
brachten Markierungen sind an jeder Position der Festpha- 
se identif izierbar, an der sich eine Oligonukleotidse- 
quenz befindet. 

15 In einer bevorzugten Variante des Verfahrens sind die 
Markierungen der Amplif ikate Fluoreszenzmarkierungen . 

In einer bevorzugten Variante des Verfahrens sind die 
Markierungen der Amplif ikate Radionuklide . 

20 

In einer weiteren bevorzugten Variante des Verfahrens 
tragen die Amplifikate ablosbare Massenmarkierungen, die 
in einem Massenspektrometer nachgewiesen werden. 

25 In einer wiederum bevorzugten Variante des Verfahrens 

werden die Amplifikate, Fragmente der Amplifikate oder zu 
den Amplifikaten komplementare Sonden im Massenspektrome- 
ter nachgewiesen. 

30 In einer erneut bevorzugten Variante des Verfahrens wei- 
sen die erzeugten Fragmente im Massenspektrometer zur 
besseren Detektierbarkeit eine einzelne positive oder ne- 
gative Nettoladung auf. 


35 Der erf indungsgemafte Satz von Oligonukleotiden und/oder 
PNA-Oligomeren dient bevorzugt zur Diagnose und/oder 
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Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Indi- 
viduen . 

Vorzugsweise wird der erf indungsgemafre Satz von Oligo- 
5 nukleotiden und/oder PNA-Oligomeren zur Diagnose und/oder 
Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Indi- 
viduen verwendet, wobei diese nachteiligen Ereignisse 
mindestens einer der folgenden Kategorien angehoren: un- 
erwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkrankungen; CNS- 

10 Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; aggressive Sym- 

ptome oder Verhaltensstorungen; klinische, psychologische 
und soziale Konsequenzen von Gehirnverletzungen; psycho- 
tische Storungen und Persdnlichkeitsstorungen; Demenz 
und/oder assoziierte Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, 

15 Fehlfunktion und Schadigung; Fehlf unktion, Schadigung o- 
der Krankheit des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunkti- 
on, Schadigung oder Krankheit des Atmungssystems ; Verlet- 
zung, Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonva- 
leszenz; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des Kor- 

20 pers als Abweichung im Entwicklungsprozess ; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit der Haut, der Muskeln, des Bin- 
degewebes oder der Knochen; endokrine und metabolische 
Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit; Kopf schmerzen 
oder sexuelle Fehlfunktion. 

25 

Vorzugsweise wird der erf indungsgemaBe Satz von Oligo- 
nukleotiden und/oder PNA-Oligomeren zur Unterscheidung 
von Zelltypen oder Geweben oder zur Untersuchung der 
Zelldif f erenzierung verwendet. 

30 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Kit, das min- 
destens 10 Oligonukleotide oder PNA-Oligomere und Primer 
zur Herstellung der Amplifikate sowie eine Anleitung zur 
Durchftihrung des Verfahrens enthalt. 

35 
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Erf indungsgemafr bevorzugt ist ein Satz von Oligonukleoti- 
den zur Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen 
(SNPs, single nucleotide polymorphisms) und des Cytosin- 
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter genomi- 
5 scher DNA , wo die Basensequenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende 
und/oder am 3 1 -Ende jeweils um eine weitere Base verlan- 
gert vorliegen, wobei die Basen entweder A, T oder C sein 
kbnnen . 

10 Erf indungsgemaft bevorzugt ist ein Satz von Oligonukleoti- 
den zur Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen 
(SNPs, single nucleotide polymorphisms) und des Cytosin- 
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter genomi- 
scher DNA, wo die Basensequenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende 

15 und/oder am 3 1 -Ende jeweils um eine weitere Base verlan- 
gert vorliegen, wobei die Basen entweder A, T oder G sein 
kbnnen . 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist ein Satz von Oligonukleoti- 
20 den zur Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen 

(SNPs, single nucleotide polymorphisms) und des Cytosin- 
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter genomi- 
scher DNA, wo die Basensequenzen mehrheitlich am 5 1 -Ende 
und/oder am 3 ' -Ende jeweils um mindestens zwei weitere 
25 Basen verlangert vorliegen, wobei die Basen entweder A, T 
oder C sein kbnnen. 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist ein Satz von Oligonukleoti- 
den zur Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen 

30 (SNPs, single nucleotide polymorphisms) und des Cytosin- 
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter genomi- 
scher DNA , wo die Basensequenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende 
und/oder am 3 ' -Ende jeweils um mindestens zwei weitere 
Basen verlangert vorliegen, wobei die Basen entweder A, T 

35 oder G sein kbnnen. 
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Erf indungsgemali bevorzugt ist ein Satz von PNA (Peptide 
Nucleic Acid) Oligomeren zur Detektion von Einzelnukleo- 
tidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide polymorphisms) 
und des Cytosin-Methylierungszustandes in chemisch vorbe- 
5 handelter genomischer DNA , wo jeweils am 5'-Ende 

und/oder am 3 ' -Ende des Oligomers eine Nukleobase wegge- 
lassen wird. 

Erf indungsgemali bevorzugt ist ein Satz von PNA (Peptide 
10 Nucleic Acid) Oligomeren zur Detektion von Einzelnukleo- 
tidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide polymorphisms) 
und des Cytosin-Methylierungszustandes in chemisch vorbe- 
handelter genomischer DNA, wo jeweils am 5 1 - und/oder am 
3 1 -Ende des Oligomers mindestens zwei Nukleobasen wegge- 
15 lassen werden. 

Erf indungsgemali bevorzugt ist ein Satz von Oligomersonden 
(Oligonukleotide und/oder PNA-Oligomere) zur Detektion 
des Cytosin-Methylierungszustandes und/oder von Single 
20 Nucleotide Polymorphismen in chemisch vorbehandelter ge- 
nomischer DNA, umfassend mindestens 10 der oben genannten 
Oligonukleotid Oder PNA Sequenzen. 

Erf indungsgemali bevorzugt ist ein Satz von Oligomersonden 
25 (Oligonukleotide und/oder PNA-Oligomere) zur Detektion 
des Cytosin-Methylierungszustandes und/oder von Single 
Nucleotide Polymorphismen in chemisch vorbehandelter ge- 
nomischer DNA, umfassend mindestens 100 der oben nachste- 
hend genannten Oligonukleotid Oder PNA Sequenzen. 

30 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Ver- 
fahren zur Analyse eines reprasentativen Satzes von Cyto- 
sin-Methylierungen und Single Nucleotide Polymorphismen 
in genomischen DNA-Proben zur Unterscheidung von Zellty- 
35 pen. 
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Im ersten Schritt des Verfahrens wandelt man in einer ge- 
nomischen DNA Probe durch chemische Behandlung an der 5- 
Position unmethylierte Cytosinbasen in Uracil, Thymidin 
Oder eine andere vom Hybridisierungsverhalten her dem Cy- 
5 tosin unahnliche Base urn. 

Im zweiten Schritt des Verfahrens amplifiziert man aus 
dieser chemisch behandelten genomischen DNA mehr als zehn 
unterschiedliche Fragmente, die jeweils weniger als 2000 
10 Basenpaare lang sind unter Verwendung synthetischer Oli- 
gonukleotide als Primer. 

Im dritten Schritt des Verfahrens hybridisiert man die 
Amplifikate an einen Satz von Oligonukleotiden oder PNA- 
15 Oligomeren, umfassend mindestens 10 der oben genannten 

Sequenzen ausgewahlt aus den Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ- 
ID: 382046 oder aber Sequenzen, welche in der oben be- 
schriebenen Weise verlangert, verkurzt oder verandert 
wurden. 

20 

Im vierten Verf ahrensschritt entfernt man die nicht 
hybridisierten Amplifikate. 

Im letzten Verf ahrensschritt detektiert man die hybridi- 
25 sierten Amplifikate. 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist es, dass man die chemische 
Behandlung mittels einer Losung eines Bisulfits, Hydro- 
gensulfits oder Disulfits durchfuhrt. 

30 

Erf indungsgemali bevorzugt ist es, dass die Amplif ikation 

mittels der Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt 
wird. 
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Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass die Oligonukleoti- 
de oder PNA-Oligomere an definierten Stellen an eine 
Festphase gebunden sind. 

5 Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass unterschiedliche 
Oligonukleotid und/oder PNA-Oligomersequenzen auf einer 
ebenen Festphase in Form eines rechtwinkligen oder hexa- 
gonalen Gitters angeordnet sind. 

10 Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass an den Amplifika- 
ten angebrachte Markierungen an jeder Position der Fest- 
phase, an der sich eine Oligonukleotidsequenz befindet, 
identif izierbar sind. 

15 Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass bei der Amplifika- 
tion mindestens ein Primer an eine Festphase gebunden 
ist. 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass unterschiedliche 
20 Amplifikate auf der Festphase in Form eines rechtwinkli- 
gen oder hexagonalen Gitters angeordnet sind. 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass die Markierungen 
der Amplifikate Fluoreszenzmarkierungen sind. 

25 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass die Markierungen 
der Amplifikate Radionuklide sind. 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass die Amplifikate 
30 ablosbare Massenmarkierungen tragen, die in einem Mas- 
senspektrometer nachgewiesen werden. 

Erf indungsgemafi bevorzugt ist es, dass die Amplifikate, 
Fragmente der Amplifikate oder zu den Amplifikaten kom- 
35 plementare Sonden im Massenspektrometer nachgewiesen wer- 
den. 
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Erf indungsgemaft bevorzugt ist es, dass zur besseren De- 
tektierbarkeit im Massenspektrometer die erzeugten Frag- 
mente eine einzelne positive oder negative Nettoladung 
aufweisen. 

5 

Erf indungsgemaJJ bevorzugt ist es, dass man die Detektion 
mittels Matrix assistierter Laser Desorptions/Ionisations 
Massenspektrometrie (MALDI) oder mittels Elektrospray 
Massenspektrometrie (ESI) durchfuhrt und visualisiert . 

10 

Erf indungsgemafl bevorzugt ist es, dass die Polymerasen 
hitzebestandige DNA-Polymerasen sind. 

Erf indungsgemali bevorzugt ist es, dass die Amplif ikation 
15 von mehreren DNA-Abschnitten in einem Reaktionsgef aft 
durchfuhrt wird. 

Erf indungsgemali bevorzugt ist es, dass die Festphasen- 
oberflache aus Silizium, Glas, Polystyrol, Aluminium, 
20 Stahl, Eisen, Kupfer, Nickel, Silber oder Gold besteht. 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist es, dass die genomische DNA 
aus einer DNA-Probe erhalten wurde, wobei Quellen fur DNA 
z. B. Zelllinien, Blut, Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn- 
25 Ruckenmarks-Fliissigkeit, in Paraffin eingebettetes Gewe- 
be, histologische Objekttrager und alle moglichen Kombi- 
nationen hiervon umfasst. 

Gegenstand der Erfindung ist zudem die Verwendung eines 
30 Satzes von mindestens 10 der oben genannten Oligonukleo- 
tide und/oder PNA-Oligomere, ausgewahlt aus den Sequenzen 
SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, oder aber von mindestens 10 
Oligomeren oder Oligonukleotiden, welche die oben genann- 
ten Sequenzen umfassen, zur Diagnose und/oder Prognose 
35 nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen. 
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Erf indungsgemaB bevorzugt ist die Verwendung eines Satzes 
von mindestens 10 der oben genannten Oligonukleotide 
und/oder PNA-Oligomere, ausgewahlt aus den Sequenzen SEQ- 
ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, oder aber von mindestens 10 O- 
5 ligomeren oder Oligonukleotiden, welche die oben genann- 
ten Sequenzen umfassen, zur Diagnose und/oder Prognose 
nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, 
wobei diese nachteiligen Ereignisse mindestens einer fol- 
genden Kategorien angehoren: unerwiinschte Arzneimittel- 

10 wirkungen 1 , Krebserkrankungen; CNS-Fehlfunktionen, Scha- 
den oder Krankheit; aggressive Symptome oder Verhaltens- 
storungen; klinische, psychologische und soziale Konse- 
quenzen von Gehirnverletzungen, psychotische Storungen 
und Personlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte 

15 Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 

Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
gastrointestinalen Traktes, Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, Entziindung, In- 
fektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, 

20 Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung im 

Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der 
Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadi- 
gung oder Krankheit; Kopf schmerzen oder sexuelle Fehl- 

25 funktion. 

Erf indungsgemaft bevorzugt ist zudem die Verwendung eines 
Satzes von mindestens 10 der oben genannten Oligonukleo- 
tide und/oder PNA-Oligomere, ausgewahlt aus den Sequenzen 
30 SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, oder aber von mindestens 10 
Oligomeren oder Oligonukleotiden, welche die oben genann- 
ten Sequenzen umfassen, zur Unterscheidung von Zelltypen 
oder Geweben oder zur Untersuchung der Zelldif f erenzie- 
rung . 

35 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist zudem ein Kit, 
enthaltend mindestens 10 der oben genannten Oligonukleo- 
tide und/oder PNA-Oligomere, ausgewahlt aus den Sequenzen 
SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 382046, oder aber von mindestens 10 
5 Oligomeren oder Oligonukleotiden, welche die oben genann- 
ten Sequenzen umfassen, und Primer zur Herstellung der 
Amplifikate sowie eine Anleitung zur Durchfiihrung des er- 
f indungsgemaften Verfahrens. 

10 Das Sequenzprotokoll mit den Sequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ- 
ID: 382046 liegt der Internationalen Anmeldung in elekt- 
ronisch lesbarer Form bei und ist Bestandteil dieser An- 
meldung. 

15 
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Patentanspruche 

1. Satz von Oligonukleotiden oder PNA (Peptide Nucleic 

5 Acid) Oligomeren zur Detektion von Einzelnukleotidpo- 

lymorphismen (SNPs, single nucleotide polymorphisms) 
und zur Detektion des Cytosin-Methylierungszustandes 
in chemisch vorbehandelter genomischer DNA, ausge- 
wahlt aus den Basensequenzen SEQ-ID: 1 bis SEQ-ID: 
10 382046. 

2. Satz von Oligonukleotiden zur Detektion von Einzel- 
nukleotidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide po- 
lymorphisms) und des Cytosin-Methylierungszustandes 
in chemisch vorbehandelter genomischer DNA nach An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass die Basense- 
quenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 ' -Ende 
jeweils um eine weitere Base verlangert vorliegen, 
wobei die Basen entweder A, T oder C sein konnen. 

3. Satz von Oligonukleotiden zur Detektion von Einzel- 
nukleotidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide po- 
lymorphisms) und des Cytosin-Methylierungszustandes 
in chemisch vorbehandelter genomischer DNA nach An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Basense- 
quenzen mehrheitlich am 5 ' -Ende und/oder am 3 1 -Ende 
jeweils um eine weitere Base verlangert vorliegen, 
wobei die Basen entweder A, T oder G sein konnen. 

30 4. Satz von Oligonukleotiden zur Detektion von Einzel- 
nukleotidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide po- 
lymorphisms) und des Cytosin-Methylierungszustandes 
in chemisch vorbehandelter genomischer DNA nach An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Basense- 

35 quenzen mehrheitlich am 5 '-Ende und/oder am 3 ' -Ende 

jeweils um mindestens zwei weitere Basen verlangert 


20 
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vorliegen, wobei die Basen entweder A, T oder C sein 
konnen . 

5. Satz von Oligonukleotiden zur Detektion von Einzel- 
5 nukleotidpolymorphismen (SNPs, single nucleotide po- 
lymorphisms) und des Cytosin-Methylierungszustandes 
in chemisch vorbehandelter genomischer DNA nach An- 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass die Basense- 
quenzen mehrheitlich am 5'-Ende und/oder am 3 1 -Ende 

1° jeweils urn mindestens zwei weitere Basen verlangert 

vorliegen, wobei die Basen entweder A, T oder G sein 
konnen . 

6. Satz von PNA (Peptide Nucleic Acid) Oligomeren zur 
15 Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs, 

single nucleotide polymorphisms) und des Cytosin- 
Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter ge- 
nomischer DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass jeweils am 5 ' - und/oder am 3 1 -Ende des Oli- 
20 gomers eine Nukleobase weggelassen wird. 

7. Satz von PNA (Peptide Nucleic Acid) Oligomeren zur 
Detektion von Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs, 
single nucleotide polymorphisms) und des Cytosin- 

2 5 Methylierungszustandes in chemisch vorbehandelter ge- 

nomischer DNA nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass jeweils am 5 ' - und/oder am 3 1 -Ende des Oli- 
gomers mindestens zwei Nukleobasen weggelassen wer- 
den. 

30 

8. Satz von Oligomersonden (Oligonukleotide und/oder 
PNA-Oligomere) zur Detektion des Cytosin- 
Methylierungszustandes und/oder von Single Nucleotide 
Polymorphismen in chemisch vorbehandelter genomischer 

35 DNA, umfassend mindestens 10 der Oligonukleotid oder 

PNA Sequenzen der Anspruche 1 bis 7. 
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9. Satz von Oligomersonden (Oligonukleotide und/oder 
PNA-Oligomere) zur Detektion des Cytosin- 
Methylierungszustandes und/oder von Single Nucleotide 

5 Polymorph! smen in chemisch vorbehandelter genomischer 

DNA, umfassend mindestens 100 der Oligonukleotid Oder 
PNA Sequenzen der Anspriiche 1 bis 7. 

10. Verfahren zur Analyse eines reprasentativen Satzes 
10 von Cytosin-Methylierungen und Single Nucleotide Po- 

lymorphismen in genomischen DNA-Proben zur Unter- 
scheidung von Zelltypen, dadurch gekennzeichnet , dass 
man folgende Schritte ausfuhrt: 

a) in einer genomischen DNA Probe wandelt man 
durch chemische Behandlung an der 5 -Position unmethy- 
lierte Cytosinbasen in Uracil, Thymidin oder eine an- 
dere vom Hybridisierungsverhalten her dem Cytosin un- 
ahnliche Base urn; 

b) aus dieser chemisch behandelten genomischen DNA 
amplifiziert man mehr als zehn unterschiedliche Frag- 
mente, die jeweils weniger als 2000 Basenpaare lang 
sind unter Verwendung synthetischer Oligonukleotide 
als Primer; 

c) man hybridisiert die Amplifikate an einen Satz 
von Oligonukleotiden oder PNA- Oligomer en, umfassend 
mindestens 10 Sequenzen der Anspriiche 1 bis 9; 

30 

d) man entfernt die nicht hybridisierten Amplifi- 
kate ; 

e) man detektiert die hybridisierten Amplifikate. 

35 
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Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet , 
dass man die chemische Behandlung mittels einer L6- 
sung eines Bisulfits, Hydrogensulf its oder Disulfits 
durchf uhrt . 

Verfahren nach Anspruch 10 oder 11 dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Amplif ikation mittels der Polyme- 
rasekettenreaktion (PCR) durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12 dadurch 
gekennzeichnet, dass die Oligonukleotide oder PNA- 
Oligomere an definierten Stellen an eine Festphase 
gebunden sind. 

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass unterschiedliche Oligonukleotid und/oder PNA- 
Oligomersequenzen auf einer ebenen Festphase in Form 
eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters ange- 
ordnet sind. 

Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass an den Amplif ikaten angebrachte Mar- 
kierungen an jeder Position der Festphase, an der 
sich eine Oligonukleotidsequenz befindet, identifi- 
zierbar sind. 


16. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass bei der Amplif ikation mindestens 
ein Primer an eine Festphase gebunden ist. 

30 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
dass unterschiedliche Amplifikate auf der Festphase 
in Form eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters 
angeordnet sind. 
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18. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet , dass die Markierungen der 
Amplifikate Fluoreszenzmarkierungen sind. 


5 19. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12 oder 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Markierungen der 
Amplifikate Radionuklide sind. 


20. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 17, dadurch 
10 gekennzeichnet, dass die Amplifikate ablosbare Mas- 

senmarkierungen tragen, die in einem Massenspektrome- 
ter nachgewiesen werden. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 17 dadurch 
15 gekennzeichnet, dass die Amplifikate, Fragmente der 

Amplifikate oder zu den Amplifikaten komplementare 
Sonden im Massenspektrometer nachgewiesen werden. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 21 dadurch 
20 gekennzeichnet, dass zur besseren Detektierbarkeit im 

Massenspektrometer die erzeugten Fragmente eine ein- 
zelne positive oder negative Nettoladung aufweisen. 


23. Verfahren gemaE einem der Anspruche 20 bis 22 dadurch 
25 gekennzeichnet, dass man die Detektion mittels Matrix 

assistierter Laser Desorptions/Ionisations Mas- 
senspektrometrie (MALDI) oder mittels Elektrospray 
Massenspektrometrie (ESI) durchfuhrt und visuali- 
siert . 

30 

24. Verfahren nach einem der voranstehenden Anspruche, 
wobei die Polymerasen hitzebestandige DNA-Polymerasen 
sind. 


35 


25. 


Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, da- 
durch gekennzeichnet, dass die Amplif ikation von meh- 


reren DNA-Abschnitten in einem Reaktionsgef aE durch- 
fiihrt wird. 

. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17 dadurch 
gekennzeichnet, dass die Festphasenoberf lache aus Si- 
lizium, Glas, Polys tyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, 
Kupfer, Nickel, Silber Oder Gold besteht. 

. Verfahren nach einem der Anspriiche 10 bis 26, wobei 
die genomische DNA aus einer DNA-Probe erhalten wur- 
de, wobei Quellen fur DNA z. B. Zelllinien, Blut, 
Sputum, Stuhl, Urin, Gehirn-Ruckenmarks-Flussigkeit , 
in Paraffin eingebettetes Gewebe, histologische Ob- 
jekttrager und alle moglichen Kombinationen hiervon 
umfasst . 

. Verwendung eines Satzes von Oligonukleotiden und/oder 
PNA-Oligomeren gemass einem der Anspriiche 1 bis 9 zur 
Diagnose und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse 
fur Patienten oder Individuen. 

Verwendung eines Satzes von Oligonukleotiden und/oder 
PNA-Oligomeren gemass Anspruch 28 zur Diagnose 
und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patien- 
ten oder Individuen, wobei diese nachteiligen Ereig- 
nisse mindestens einer folgenden Kategorien angeho- 
ren: unerwiinschte Arzneimittelwirkungen; Krebserkran- 
kungen; CNS-Fehlfunktionen, Schaden oder Krankheit; 
aggressive Symptome oder Vernal t ens storungen; klini- 
sche, psychologische und soziale Konsequenzen von Ge- 
hirnverletzungen; psychotische Storungen und Person- 
lichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte Syn- 
drome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 
Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit 
des gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadi- 
gung oder Krankheit des Atmungs systems ; Verletzung, 
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Entzundung, Infektion, Immunitat und/oder Rekonvales- 
zenz ; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
Korpers als Abweichung im Entwicklungsprozess ; Fehl- 
funktion, Schadigung oder Krankheit der Haut, der 
Muskeln, des Bindegewebes oder der Knochen; endokrine 
und metabolische Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit; Kopf schmerzen oder sexuelle Fehlfunktion. 

30. Verwendung eines Satzes von Oligonukleotiden und/oder 
PNA-Oligomeren nach einem der Anspruche 1 bis 9 zur 
Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben oder zur 
Untersuchung der Zelldif ferenzierung. 

31. Kit, enthaltend mindestens 10 Oligonukleotide oder 
PNA-Oligomere gemass Anspruch 1 und Primer zur Her- 
stellung der Amplifikate sowie eine Anleitung zur 
Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
10 bis 27. 
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^ (54) Title; DETECTION OF SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (SNP'S) AND CYTOSINE-METHYLATIONS 
~ (54) Bezeichnung: DETEKTION VON SNPs UND CYTOSIN-METHYLIERETNGEN 

r- 

(57) Abstract: The invention relates to a set of oligonucleotides or peptide nucleic acid (PNA) oligomers and to a method suited for 
detecting cytosine methylations and s r vie nucleotide polymorphisms (SNP's) in genomic DNA samples. Said method is used for 

^ diagnosing and/or prognosing detrimental occurrences for patients or individuals such as medical disorders. 

© 

Q (57) Zusammenfassung: Beschrieben wird ein Satz von Oligonukleotiden oder PNA-Oligomeren und ein Verfahren, das sich 
zur Detektion von Cytosin-Methylierungen und SNPs in genomischen DNA-Proben eignet. Dieses Verfahren dient der Diagnose 
^ und/oder Prognose nachteiliger Ereignisse fur Patienten oder Individuen, wie Erkrankungen. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 


This international searchreporthas not beenestablishedinrespect of certain claimsunder Article 17 (2) (a) for the following reasons: 

i, r-i Claims Nos. 1-31 (in part), 28, 29 

L^-l because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

See supplemental sheet Additional Matter PCT/ISA/210 
2 j^j Claims Nos. 1-31 (in part) 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet Additional Matter PCT/ISA/210 


3. I I Claims Nos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 


Box J3 Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 


This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 


See supplemental sheet 


1. f" - J As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchableclaims. 

2. j - J As all searchable claims couldbesearchedwimouteffortjustifymganaddm^ 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 


4. nn No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 

Claims Nos. 1-31 (in part) 

Remark on Protest The additional search fees were accompanied by the applicant' s protest. 

j No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Memational application No. 

PCT/IB 01/00713 


Additional matter PCT/ISA/210 

The International Searching Authority has found that this international application 
contains multiple inventions, as follows: 

1. Claims Nos. (1-31) in part 
Continuation of Field 1.1 

Although Claims Nos. 28 and 29 refer to a diagnostic method that is performed on 
the human/animal body, the search was carried out and was based on the cited 
effects of the compound/composition. 


Continuation of Field 1.1 

Claims Nos. 1-31 (in part), 28, 29 

Claims Nos. 28, 29: PCT Rule 39.1 (iv) 
human/animal body. 


- Diagnostic method that is performed on the 


Continuation of Field 1. 2 
Claims Nos. 1-31 (in part) 

Invention 1 refers to an excessively large number of possible oligomer sets, which 
have SEQ ID NO: 1 and/or 2 as well as microarrays, which contain these sets. In 
fact, Invention 1 comprises so many permutations whereby resulting in an absence of 
clarity. In addition, the claims are not concisely worded. As a result, it is impossible 
to conduct a meaningful and complete search. The search for oligomer sets, which 
have SEQ ID NO: 1 and/or 2 is limited to SEQ ID NO: 1 and 2. 

Had the applicant paid additional fees for one or more inventions that had not been 
searched up to now, the same problems with regard to clarity would have arisen. 
Only an incomplete search would have likewise been possible. 

The applicant is therefore advised that patent claims laid to inventions for which no 
international search report was drafted cannot normally be the subject of an 
international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as the 
authority entrusted with the task of carrying out the international preliminary 
examination, the EPO also, as a rule, does not carry out a preliminary examination of 
subject matter for which no search has been conducted. This is also valid in the 
event that the patent claims have been amended after receipt of the international 
search report (PCT Article 19), or in the event that the applicant submits new patent 
claims pursuant to the procedure in accordance with PCT Chapter II. 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 


PC1/?B 01/0D713 


G01N33/5O C12N15/11 


Nachder Intemalionalen Patenlklassiffoatlon (IF 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


er internationalen Recherche ko 


he Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 


EPO-Internal, WPI Data, BIOSIS, EMBL, SEQUENCE SEARCH 


. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Bezeichnung der Veroffentlichung, sowelt erfordertioh unler Angabe der in Betracht kommenden Teile 


WO 99 28498 A (OLEK ALEXANDER ; WALTER 
JOERN (DE); EPIGENOMICS GMBH (DE); OLEK 
SVE) 10. Juni 1999 (1999-06-10) 
in der Anmeldung erwahnt 
das ganze Dokument 

-/-- 


| X | Waiters VerOffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C ; 


[X~| Eiehe Anhang Palentfamilie 


aber nicht als 


bedeutsam ar 


internationalen 

"L" Veroffentlichung, die geeignet 1st. einen Prtorltatsanspruch zweifelhaft 91- 

J - J -- ! - J -- "eraffentlichungsdatum einer 

i Veroflentlichung Pelegt warden 
ren Grund angegeben ist (wie 

sich auf sine mundliche Otfenbarung, 
Blll6 s , , , ., 0 „,n Anssteilunn oderandere MaBnahmen bez 
T" Veroflentlichung, die 


r Spatsre Veroflentlichung, die nacl. 

Oder dem Prioritatsdatum verSffenUicht wc 

Anmeldung nicht kollidiert, sondam nurzum Verstandnis des der 
Erfindung zjgrundeliegenden Prinzips oderder Ihr zugrundeliegende 
Theorie angegeben ist 
X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruohte Erfindung 

Jlein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 

* jeruhend betraohtet werden 

.„ onderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 

in nicht als auf erfinderischerTatigkelt beruhend betrachtet 
fden. wenn die VerOffentlichunn mit einer oder mehreren andaren 
rbindung gebracht wird und 


dem beanspruchten Prioritatsdatum vareffentlicht wordan ist 


Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 

18. Dezember 2001 


0 5. M. 02 


Europaisches Patentamt, P.B. 
NL - 22B0 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 S51 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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C(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Bezeichnjng dar Verfiffentlichung, soweit ertorderlich unter Angabederin Betracht komn 


WANG D G ET AL: "Large-scale 
identification, mapping, and genotyping of 
single-nucleotide polymorphisms in the 
human genome" 

SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE 
ADVANCEMENT OF SCIENCE,, US, 
Bd. 280, 1998, Seiten 1077-1082, 
XP0O2089398 
ISSN: 0O36-8O75 

Seite 1077, Spalte 3, Absatz 1 -Seite 
1078, Spalte 3, Absatz 3 
Seite 1080, Spalte 1, Absatz 1 -Spalte 3, 
Absatz 2; Abbildung 3 

WO 95 11995 A (AFFYMAX TECH NV ;F0D0R 
STEPHEN P A (US); GINGERAS THOMAS R (US); 
L) 4. Mai 1995 (1995-05-04) 
Seite 19, Zeile 6 -Seite 33, Zeile 31 
Seite 78, Zeile 3 -Seite 81, Zeile 33 

REIN ET AL: "Identifying 5-methylcytosine 
and related modifications in DNA genomes" 
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY 
PRESS, SURREY, GB, 

Bd. 26, Nr. 10, 1998, Seiten 2255-2264, 

XP0O21431O6 

ISSN: 0305-1048 

Seite 2258, Spalte 2, Absatz 2 -Seite 
2261, Spalte 2, Absatz 1; Abbildung 2 

HERMAN J G ET AL: "METHYLATI ON-SPECIFIC 

PCR: A NOVEL PCR ASSAY FOR METHYLATI ON 

STATUS OF CPG ISLANDS". 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCE. WASHINGTON, US, 

Bd. 93, 1. September 1996 (1996-09-01), 

Seiten 9821-9826, XP002910406 

ISSN: 0027-8424 

Zusammenfassung; Tabelle 1 

Seite 9822, Spalte 1, Absatz 2 - Absatz 3 

NIEMEYER C M ET AL: "DNA MICROARRAYS**" 

ANGEWANDTE CHEMIE, VCH 

VERLAGSGESELLSCHAFT, WEINHEIM, DE, 

Bd. 38, Nr. 19, 1999, Seiten 3039-3043, 

XPGO0961724 

ISSN: 0044-8249 

Seite 2865, Spalte 1, Absatz 1 -Seite 

2866, Spalte 1, Absatz 1 

Seite 2866, Spalte 2, Absatz 2 -Seite 

2867, Spalte 2, Absatz 2; Abbildung 3 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspruchen, die sich ais nicht recherchlerbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 


GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestirnmte Anspruche kein Recherchenbericht erstellt: 


weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu dereh RechercF e die Beharde nicht verpflichtet ist, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 


2. H Anspruche Nr. 1-31 (lUfTl Tei 1 ) 

— weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgesehriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daB eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 


3. Anspruche Nr. . , 

1 — 1 weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regal 6.4 a) abgefaBt sind. 


Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung {Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 


le hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 

siehe Zusatzblatt 

Da der Anmelder alls erforderlic 

internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

o I I Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
A I — I zusatzliche RecherchengebOhr gerechtfertigt hatte, hat die Beh6rde nicht zur Zahlung einer solchen GebOhr aufgefordert. 


0 

1-31 (in part) 


[ | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter'Widerspruch gezahlt. 
| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 


Formblatt PCT/ISA/21 0 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 


Internationales Aktenzeichen PCT/ IB 01 /Q0713 


WEITERE ANGABEN PCT/ISAf 210 


Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erf i ndungen enthalt, 
naml i ch : 

1. Anspriiche: l-31(2um Teil) 


Internationales Aktenzeichen PCT7 1 B 01 /G0713 


WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 


Fortsetzung von Feld 1.1 

Obwohl die Anspriiche 28 und 29 ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, umfassen, wurde die 
Recherche durchgefiihrt und griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusammensetzung. 


Fortsetzung von Feld 1.1 

Anspruche Nr.: 1-31 (zum Teil), 28,29 


Anspruche 28,29: Regel 39.1(iv) PCT - Diagnostizierverfahren, die am 
menschlichen oder tierischen Korper vorgenommen werden. 


Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 1-31 (zum Teil) 


Erfindung 1 bezieht sich auf eine auBerordentliche Zahl von moglichen 
Oligomersatzen, welche SEQ ID N0:1 und/oder 2 umfassen sowie Microarrays, 
welche diese Satze enthalten. Tatsachlich umfasst Erfindung 1 so viele 
Permutationen, daB sich ein Mangel an Klarheit ergibt. Ferner sind die 
Anspruche nicht knapp gefasst. Dadurch i st eine sinnvolle und komplette 
Recherche unmoglich. Die Recherche fur Oligomersatze, welche SEQ ID NO:l 
und/oder 2 umfassen, ist auf SEQ ID N0:1 und 2 begrenzt worden. 

Wurde der Anmelder zusatzliche Gebiihren fiir eine oder mehrere 
Erfindungen, die bisher nicht Recherchiert wurden, bezahlen, wiirde sich 
das gleiche Klarheitsproblem ergeben. Es ware ebenfalls nur eine 
unvoll standi ge Recherche mbglich. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspriiche, oder Teile von 
PatentansprUchen, auf Erfindungen, fiir die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erwei se nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Priifung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Priifung 
beauftragte Behbrde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Priifung fur Gegenstande durchfiihren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fiir den Fall, daB die Patentanspriiche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspriiche vorlegt. 
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